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研究成果の概要（和文）：転写因子SF-1とLRH-1の標的遺伝子であるStAR遺伝子領域において、
新たなエンハンサー領域を同定すると共に、この領域とプロモーター領域との間でループ構造
をとることが転写の活性化に重要であることを明らかにした。さらに私どもが生化学的な手法
により同定した SF-1 複合体構成タンパク質の 1つ C/EBPβが、SF-1 と共にその標的遺伝子にリ
クルートされ協調的に転写調節に関与することが示された。本研究により SF-1 と LRH-1 によっ
てひきおこされる新たなクロマチン構造変換メカニズムが明らかとなった。 
研究成果の概要（英文）：We identified novel SF-1/LRH-1 binding sites in human StAR gene about 
3,000 bp upstream from the transcriptional start site. We demonstrated by a luciferase reporter system that 
the upstream region was important for the activation of gene expression. Interestingly, nucleosome 
eviction has been found at those SF-1/LRH-1 binding sites (both promoter and enhancer region) by ChIP 
assay. 3C analysis revealed that DNA loop was formed between the promoter and the enhancer regions. 
These results indicate that the novel enhancer region participates in the human StAR gene activation by 
orchestrating chromatin loop architecture. Furthermore, we characterized transcription factor C/EBPβ 
which is identified as one of the components of SF-1 complex by biochemical approach.  We elucidated 
C/EBPβ is also important for SF-1/LRH-1-induced ovarian differentiation as a these partner. 
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１．研究開始当初の背景 
 
転写因子 Ad4BP/SF-1(SF-1)と LRH-1 は卵巣
の発生・分化・機能維持に重要な役割を果たし
ている。これらの転写因子はステロイド合成関連
酵素の転写促進に必須であり、またノックアウト
マウスやヒトの遺伝子変異による解析から卵巣の
発生・分化・機能維持に重要であることが明らか
となっているが、その分子メカニズムは解明され
ていない。またこれらの転写因子は同じ DNA 配
列に結合して作用するが、卵巣の分化に対して
同じ作用をしているのか、それとも異なる機能を
持つのかも明らかではない。 
私どもは、間葉系幹細胞に SF-1 を導入すること
によりステロイドホルモン産生細胞の創出に成功
している。ES 細胞を初めとするその他の細胞で
は、同処理でステロイドホルモン産生細胞へ分
化誘導出来なかったことから、間葉系幹細胞は
卵巣の分化機構解明や再生医療への応用の良
いモデルと考えられる。幹細胞から SF-1 や
LRH-1 によってステロイドホルモン産生細胞へ
分化誘導されるメカニズムを解明し、これら転写
因子の卵巣分化（不可逆的な転写調節）に対す
る役割を明確にする。本研究により SF-1 と
LRH-1 の卵巣分化に対する役割を明らかにし、
これら遺伝子変異による疾患の解明や、機能を
代替する新たな治療法の開発につなげる。また
本研究の知見を基に、骨髄間葉系幹細胞から
フィードバック機構を有した莢膜細胞や顆粒膜
細胞機能を持つ細胞の創出方法を確立し、新
たな再生医療法の開発につなげたい。 
 
２．研究の目的 
 
(1) SF-1 および LRH-1 による StAR の発現誘
導メカニズムを解明する。 
(2) 間葉系幹細胞からステロイドホルモン産生
細胞への分化誘導時における SF-1 複合体を同
定する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) StAR のクロマチン構造変換および転写活性
化メカニズムの解明 
①間葉系幹細胞株 UE7T13 細胞へ myc タグ付
き SF-1 導入前後における、StAR 遺伝子上の
RNA polymeraseII、SF-1 のリクルートおよびヒス
トン量(H2B)を ChIP 法により解析した。 
②本研究で新たに同定した StAR エンハンサー
領域の活性化能を明らかにするために HEK293
細胞を用いたレポーターアッセイにより検討し
た。 
③間葉系幹細胞株 UE7T13 細胞への SF-1 導
入前後において、プロモーター領域と私どもが
新たに同定したエンハンサー領域とでループ構
造を形成するか否かについて、Chromosome 
Conformation Capture assay (3C assay)により検
討した。 
 
(2) 幹細胞における SF-1-クロマチンタンパク質
転写複合体の同定 
Flag タグ付 SF-1 を幹細胞株 hMSC-TERT- 
E6/E7 細胞へ安定導入し核抽出物を回収した。
さらに抗 Flag 抗体を用いたアフィニィティー精製
により SF-1 複合体を単離した（図３）。SF-1 複合
体を SDS-PAGE で分離後、回収し MS/MS 解析
により約 20 の複合体を同定した。その複合体の
1 つである C/EBPβの標的遺伝子へのリクルー
トを ChIP 法により解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) StAR のクロマチン構造変換および転写活性
化メカニズムの解明 
①図 1A に示すように、プロモータ領域と共に転
写開始地点上流 3kbp に SF-1 が結合する領域
を新たに同定した。また SF-1 結合領域特異的
にヒストンが減少することを見出した。このことか
ら StAR の転写活性化の際、SF-1 結合領域のヌ
クレオソーム変換、特にヌクレオソームフリーな
状態をつくり SF-1 の結合を促進することが重要
ではないかと考えられた。 
②新たに同定したエンハンサー領域が、その活
性に重要であることが明らかとなった（図１B）。 
③3C assay により SF-1 によるクロマチン構造変
換を検討したところ、新規エンハンサー領域特
異的にプロモーター領域とループ構造を形成し
ていることが明らかとなった（図 2）。本研究により、
StAR の転写活性化には SF-1 とその複合体と共
にループ構造を形成することが重要であると推
察され、ステロイド関連遺伝子の新たな転写メカ
ニズムが示された。 
 
(2) 幹細胞における SF-1-クロマチンタンパク質
転写複合体の同定 
 私どもは SF-1 導入幹細胞から、生理的な条件
で SF-1 複合体を抽出し、MALDI TOF-MS/MS
解析により約 20 の SF-1 複合体構成タンパク質
を同定した。その中から、cAMP 刺激により SF-1
との相互作用が強くなる C/EBPβに着目し、
SF-1 標的遺伝子 StAR へのリクルートを ChIP 
assay により検討した（図 4）。その結果、プロモー
ター領域には SF-1 および C/EBPβが共にリク
ルートされるが、上流 3 kb のエンハンサー領域
には、SF-1 のみが主にリクルートされていた。こ
のことから SF-1 標的遺伝子上では、SF-1 と
C/EBPβをはじめとする複合体が領域特異的に
精巧なクロマチン構造を構築し転写調節してい
ることが示された。 
 
 
図１  SF-1 による StAR プロモーター領域のクロ
マチン構造変換(A)と転写活性化(B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 Chromosome Conformation Capture assay 
(3C assay)によるクロマチン構造変換解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
図３ 間葉系幹細胞における SF-1 複合体の同
定  
(1)分子量マーカー、(2)SF-1 導入前、(3)導入後 
の核抽出液を用いた免疫沈降 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４  SF-1 導入幹細胞における StAR プロモー 
ター領域への SF-1 および C/EBPβのリクルート 
の解析（ChIP assay） 
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